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Analyse der Erythrocytenporphyrine
Von M. Doss und U. BODE
Aus dem Hygiene-Institut und Medi^inaluntersuchungsamt der Universität Marburg (Lahn)
(Direktor: Prof. Dr. R. Siegert)
(Eingegangen am 18. März 1968)
Die Porphyrine von Erythrocyten des Menschen wurden nach dünnschichtchromatographischer Trennung spektrophotometrisch als
Methylester analysiert.
Untersuchungen von 59 Personen ergaben einen Normalbereich des Erythrocytenprotoporphyrins von 5 bis 80 //g/100 m/ Erythrocyten.
Die Protoporphyrinwerte des vorliegenden Probekollektivs zeigen eine log^normale Verteilung.
The analysis of the porpbjrins of erythrocytes
The porphyrins of human erythrocytes were separated by thin layer chromatography and determined spectrophotometrically as their
methyl esters.
From a study of 59 persons, the normal range of erythrocyte protoporphyrin was 5—80 yWg/m/of erythrocytes. The protoporphyrin values
of the collective samples showed a log-normal distribution.
Die Methodik, freie Porphyrine im biologischen
Material in Methylester zu überführen und durch
Dürinschichtchromatographie an Kieselgel H (l, 2) zu
isolieren, wurde zur quantitativen Analyse der Porphy^·
rine von Erythrocyten des Menschen angewandt.
Material und Methoden
Die Erythrocyten aus 10 oder 20 m/ Venenblut (Abnahme mit
0,1 [0,2] m/ Liquemin) hämatologisch gesunder Personen werden
mit physiol. NaCl-Lösung gewaschen, gefriergetrocknet und mit
Methanol-H2SO4 95:5 (v/v) versetzt. Nach 12 bis 14 Stdn. bei
Raumtemperatur haben sich die Tetrapyrrolmethylester gebildet,
die nach Abtrennung der corpuskulären Teile (Zentrifugation
bei 25000& 10 Min.) und Zugabe von Wasser mit Chloroform
ausgeschüttelt werden. Den neutralisierten, gewaschenen und auf
etwa 2 m/eingeengten Gesamtextrakt trägt man auf eine Kieselgel-
H-Platte (Breite X Höhe: 40 X 20 cm; Schichtdicke 2mm)
streifenförmig auf und entwickelt das Chromatogramm im Lö-
sungsmittelsystem Benzol/Essigsäureäthylester/Methanol 85:13,3:
1,7 (v/v) zweimal bis zu einer Höhe von 13 (15) cm. Die unter dem
UV-Licht (355 nm) rotfluoreszierenden Zonen der Trägerschicht
werden in ein Glasgerät mit eingelassener Fritte (3) gesaugt, aus
dem man Protoporphyrin- und Koproporphyrinmethylester mit
Chloroform eluiert. Die spektrophotometrische Messung der
Porphyrine erfolgt am jeweiligen Absorptionsmaximum (Soret-
Bande). Für die Quantifizierung der Methylester stehen milli-
molare Extinktionskoeffizienten zur Verfügung (4). Der Por-
phyringehalt der Erythrocyten wurde nach folgender Formel
berechnet:
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E-Mol.Gew.-Vi-lO*
/ig Proto (Kopro)PorPhyrin - €B|II . d. v t-Hct%
Vl = Meßvolumen CHC13
V2 = aufgearbeitetes Blutvolumen
Hct = Hämatokrit
Die Ausbeute des Verfahrens lag nach Wiederfindungsversuchen
mit Protoporphyrin-IX-dimethylester zwischen 70 und 75%. Der
Variationskoeffizient (Standardabweichung in Prozent des arith-
metischen Mittels) als weiteres Maß für die Richtigkeit der Me-
thode betrug 7,5% (n = 6).
Ergebnisse und Diskussion
Porphyrine,Pr o tohämin und Lip oide im Chloro-
formextrakt
Bei der Veresterung der Porphyrine und des Proto-
hämins mit Methanol-Schwefelsäure entstehen aus den
Glycerophosphatiden der Erythrocyten (5) Fettsäure-
methylester (6), die im Dünnschichtchromatogramm
über dem Är-Wert des Protoporphyrin-dimethylesters
nahe der Lösungsmittelfront liegen und sich durch eine
hellblaue Fluoreszenz unter dem UV-Licht (355 nm)
auszeichnen. Die Zusammensetzung dieses Fettsäure-
methylestergemisches entspricht nach der gaschro-
matographischen Analyse weitgehend dem Fettsäure-
methylestergemisch, das durch alkali-katalysierte Um-
esterung (7, 8) von Glycerophosphatiden der Ery-
throcyten dargestellt wurde (Glycerophosphatide wur-
den aus einem Erythrocytenlipoidgesamtextrakt durch
Chromatographie an Kieselsäure (Mallinckrodt) und
Hyflo Super Celite (2:1, w/w) gewonnen (9). Bei-
mengungen von Fettsäuremethylestern zu Porphyrin-
methylestern beeinträchtigen die spektrophotometrische
Analyse in Chloroform gelöster Porphyrinmethylester
nicht (6)1). Außer den Fettsäuremethylestern befinden
sich Cholesterin und Glycerophosphatide neben großen
Mengen Protohämin-dimethylester im Chloroform-
extrakt der Porphyrinmethylester. Der Protoporphy-
rinmethylester trennt sich von diesen Substanzen im
Dünnschichtchromatogramm mit einem wesentlich
höheren ÄF-Wert ab.
Säulenchromatographische Trennungen von Porphy-
rinmethylestern (10) mit verschiedenen Adsorbentien,
einschließlich präparierter Kieselsäure Mallinckrodt
(11), ließen sich mit verschiedenen Lösungsmittel-
systemen erzielen, waren aber speziell für die Ery-
throcytenporphyrinisolierung infolge des Häminüber-
schusses im Chloroformextrakt (Eisenprotoporphyrin
des Hämoglobins / freies Erythrocytenprotoporphyrin
& 30000:1 (12)) nur in Verbindung mit anschließender
dünnschichtchromatographischer Reinigung des Proto-
porphyrüis (auf 0,5 mm dick beschichteten Platten)
geeignet.
Normalwerte der Erythrocytenporphyrine
Die Ergebnisse der an Erythrocyten von 59 Personen
durchgeführten Analysen sind in Tabelle l zusammen-
x) Die Firma Beckman-Instruments, Technisches Büro Frankfurt
a. M., stellte freundlicherweise ein Spektralphotometer DB-G
2ur Verfügung.
Tab. l
Isolierung und Bestimmung der Erythrocytenporphyrine als Methyl-
ester nach präparativer dünnschichtchromatographischer Auftrennung
aus je 20 m/ Venenblut*. Angaben in /<g/100 m/ Erythrocyten
Analysen Pro toporphyr in
Mittelwert Bereich log ± 2s
Kopropor-
phyrin
Bereich
Kollektiv 59 24,92 6,2—79,0 20,39 ± 3,77 0—1
Männer 31 28,21 6,2—79,0 22,85 ± 3,94
Frauen 28 21,27 6,8--65,4 17,97 ± 3,52
* Hämoglobin, Hämatokrit (nach VAN ALLEN), Retikulocyten (4 bis
13°/oo) im Nofmbereich (20).
gefaßt und werden den bei der Extraktion der freien
Säuren (13, 14, 15) ermittelten Werten gegenüber-
gestellt (Tab. 2). Direkte Vergleiche der Ergebnisse
verschiedener Untersucher sind nicht möglich, ohne
die einzelnen methodischen Variationen zu berück-
sichtigen. Der mit unserer Methode gefundene Normal-
bereich korreliert mit den Werten anderer Untersucher.
Koproporphyrin ließ sich nur bei 8 der 59 Proben in
meßbarer Menge feststellen. Die Werte lagen unter und
um l //g/100 m/ Erythrocyten. Über die Beziehung
der Erythrocytenporphyrine zur Reticulocytenzahl liegen
unterschiedliche Ergebnisse vor (12, 15, 16, 17, 18).
Mehrere Untersucher (12, 15, 17, 18) konnten eine
lineare Beziehung zwischen dem Protoporphyringehalt
der Erythrocyten und der Reticulocytenzahl nicht fest-
stellen. Dagegen besteht eine enge Parallelität zwischen
der Erythrocytenkoproporphyrinkonzentration und Re-
ticulocytenzahl bei erhöhter Erythropoese (15, 16).
Innerhalb des Normalbereiches läßt, sich jedoch nach
einer methodologischen Studie der Analyse von freien
Porphyrinen (12) und nach eigenen Untersuchungen
eine strenge Wechselbeziehung nicht erkennen. Meß-
technische Faktoren spielen bei der Analyse kleiner
Koproporphyrinmengen (< l //g/100 m/ Erythrocyten)
aus relativ großen Blutvolumina eine Rolle. Sämtliche
bis heute zur Verfügung stehenden Verfahren der.,
quantitativen Erythrocytenporphyrinbestimmungen
sind für ein Roütinelaboratorium meistens zu auf-
wendig. Die Protoporphyrinbestimmung aus Ery-
throcyten ist entscheidend für die Diagnose der ery-
thropoetischen Protoporphyrie. Diese Diagnose kann
mit der dünnschichtchromatographischen Fluoreszenz-
Screening-Methode gestellt werden (19).
Stichprobenverteilung des Erythrocyten-Pro-
toporphyrins und Verteilungsfunktion der
Grundgesämtheit
Die Normalwerte wurden zur graphischen (20) und
statistischen Ermittlung des Verteilungstyps in acht
(neun) Klassen eingeteilt. Abbildung l zeigt das Ver-
halten der Analysenwerte in linearen und logarith-
mischen Skalen. Das graphische Bild spricht für einen
log-normalen Verteilungstyp, der mit der Chi-Quadrat-
Methode nach PEARSON (cf. 21) überprüft wird.
Mit dem Chi-Quadrat-Test wird die Hypothese, daß die Ver-
teilungsfunktion einer Zufallsvariablen im Rahmen einer Stich-
probe sich der Verteilungsfunktion der Grundgesamtheit nähert,
angenommen oder verworfen. Da die zu testende Verteilungs-
funktion Parameter nicht genau bekannter Werte enthält da-und
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Tab. 2
Erythrocytenporphyrinwerte nach Extraktion der freien Säuren
Autoren /ig Erythrocytenporphyrine Anzahl der
Untersuchungen
Ref.
V. D. BERGH und GROTEPASS (1933)
LAOEDER (1936)
SCHUMM (1939)
SEGGEL (1940)
CARTWRIGHT und Mitarbeiter (1948)
WATSON und Mitarbeiter (1944)
BENARD und Mitarbeiter (1949)
WARD und MASON (1950)
VENTURA und MEDURI (1954)
KOSKELO (1959)
GESAMTPORPHYRINE
2—12**
12
30
O" 32
9 39
CT 26
l l—n)**
16—47)*13—79)*
16—140)*
20—36)*
9 38 31—46)*
tf 18 (9—27)*
9 18 (14—24)*
Cf 44 (13—92)*
9 42 (17—139)*
CT 33 (l 7—48)*
9 31 (18—50)*
CT 17 (8—32)*
9 18 (11—21)*
14
9
7
33
33
8
4
8
4
40
37
20
25
23
6
23, cf. 24
25
26
27
28
17
29
30
31
32
PROTOPORPHYRIN KOPROPORPHYRIN
WATSON (1950)
JEFFREY und WATSON (1954)
: MEDURI und Mitarbeiter (1958)
KRAMER und Mitarbeiter (1954)
WRANNE (1960)
SCHWARTZ und Mitarbeiter (1960)
RIMINGTON und Mitarbeiter (1963)
JARLIKOWA und Mitarbeiter (1964)
HEILMEYER und Mitarbeiter (1964)
GUTNIAK und Mitarbeiter (1964)
GAJDOS und Mitarbeiter (1965)
LYNCH und MIEDLER (1965)
* Bezogen auf 100 ml Erythrocyten („packed
** Bezogen auf 100 ml Blut.
tf 28,5 db 4,5 (s)*
9 41,7 ± 5,9 (s)*
tf 20 (12—38) *
9 23 (12—44) *
tf 30 ± 10,7 (s)*
931 ±8,1 (s)*
tf 31,3 ± 11,9 (s)*
9 44,6 ± 19,6 (s)*
tf 30,0 ± 7,5 (s)*
9 37 0 i 10 0 (s)*
25—50 ' *
18,8 *
41,4 *
34,7 ± 16,8 (2s)*
24,0 ± 5,65 (s)*
30—60 **
20,2 (9,2—36,6)*
cells")'
tf 0,3 ± 0,39 (s)*
9 0,7 ± 0,6 (s)*
tf 1,1 ± 0,7 (s)*
9 1,3 ±0,6 (s)*
tf 0,76 ± 0,28 (s)*
9 0,71 ± 0,23 (s)*
tf 1,3 ±0,4 (s)*
9 1,2 ± 0,7 (s)*
0,5—1,5 *
0,35 *
1,6 ±2,4 (2s) *
20
30
10
10
15
15
20
10
20
20
8
20
22
46
22
18
33
34
35
12
36
14
37
16
38
39
40
1 1 1 1 1 M
2 10 100
\ l l l l
20 W 60 80 Z 10 m'
Proto porphyrin [fig/WOml Erythrocyten]
Abb. l
als
und
logantnmiscnen oKaicii /* *· 99«;/. wv^"· ~«»«-*·<··«"& --- prozen-
tullen kumulativen Häufigkeit auf Mülimeterpapier. Unten: Dar-
stellung der Häufigkeitssummen in Prozent der Gesamtzahl auf
Wahrscheinlichkeitspapier (prob-Papier)
), werden der Stichprobe gemäß der Maximum-JLikelihood-
Schätzungen X und s entnommen (22). Wir verwendeten die
Formel:
k
* V"T (fli — nPi)
v2 = >
<£j npi
(n = Anzahl der Proben; m = Anzahl der Werte pro Klasse;
p = Wahrscheinlichkeit, mit der die Zufallsvariable X in den
Klassen l, 2, k auftritt.)
Bei der Verwendung dekadischer Logarithmen der Protopor-
phyrinwerte (/ag/100 m/ Erythrocyten) ergibt sich ein 2 = 7,98.
In der Tabelle der #2-Verteilung findet man nach Anzahl der
Freiheitsgrade (f = k — r — 1; r = geschätzte Parameter «
und 6 « s) und der Irrtumswahrscheinlichkeit a (Signifikanzzahl)
= 5% (0,05) den Wert c.
c = 12,59.
Soll die Hypothese angenommen werden, muß 2 ^  c sein. Bei
der Rechnung mit den Numeri wird 2 ^> c.
Die Verteilungsfunktion des untersuchten Probe-
kollektivs läßt mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von 5% auf eine log-normale Verteilung des Ery-
throcytenprotoporphyrins schließen.
Die Analysendaten, nach Altersklassen gruppiert (16
bis 25, 26— 75; die Altersklassen bis 65
sind mit je 5 oder mehr Analysen vertreten), zeigten
im t^Test nach STUDENT zufällige Unterschiede, d. h.
p > 0,05. Der Vergleich der Analysen von Männern
und Frauen im t-Test bestätigte ebenfalls die Null-
Hypothese.
Die Autoren danken den Herren Drs. J. KAFFARNIK (Medi-
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Pilgrimstein 2
Isoenzymfraktionen der Fructose-Phosphat-Aldolase1) im Serum
und verschiedenen Organen des Menschen
Isoen^yme der Fructose-Phosphat-Aldolase, L Mitteilung
Von A. L. DIKOW
Aus der Biochemischen Abteilung des Wissenschaftlichen Forschungsinstituts für Onkologie
(Direktor: Prof. Dr. N. Antscheiv) Sofia, Bulgarien
(Eingegangen am 1. Dezember 1967)
In der vorliegenden Mitteilung wird ein Verfahren beschrieben, mit dem die Isoenzyme der Fructose-Phosphat-Aldolasen1) in Serum
und Organen des Menschen durch Agarosegelelektrophorese und darauffolgende Inkubation mit Substratlösung getrennt und spezifisch
nachgewiesen werden können. Nach der Elektrophorese wird das Gel bei 37° in einer Lösung von FDP, Natrium arsenat, NAD, GAP-DH,
Diaphorase und NBT inkubiert. Es wurden vier Isoenzymfraktionen der ALD im Serum gesunder Probanden gefunden, und zwar von
der Anode zur Kathode hin als , , und IV bezeichnet. Sie befinden sich dementsprechend in den Zonen der Albumine, oc2-, ß2- und
y-Globuline des Serums. Nach Berechnung der quantitativen Werte der einzelnen Isoenzymfraktionen wurden die Ergebnisse einer
statistischen Bearbeitung unterworfen und Mittelwert, Standardabweichung und mit der Methode der Perzentile auch die Normalwerte
der Isoenzyme der ALD im Serum berechnet. Bei verschiedenen Krankheiten steigt ihre Zahl auf 8. In normalen Organen wurden 10
Isoenzymfraktionen beobachtet.
*) Abkürzungen tmdEnzyme: Aldolasen: ALD = Aldolase, MALD
= Muskelaldolase, LALD = Leberaldolase, Aldolase „A"-
Fructose-l,6-diphosphat D-Glycerinaldehyd-3-phosphat Lyase (EC
4.1.2.13), Aldolase „B" — Ketose-1-phosphat Aldehyd Lyase (EC
4.1.2.7), GAP-DH = Glycerinaldehyd-3-phos£hat-Dehydrogenase
= D-Glycerinaldehyd-3-phosphat: NAD Oxydoreduktase (phos-
phorylierend) (EC 1.2.1.12), Diaphorase (NAD- ,»: Lipoamid
Oxydoreduktase EC 1.6.4.3), FDP — Fructose-l,6-diphosphat,
FMP — Früctose-1-phosphat, GAP = Glycerinaldehyd-3-phos-
phat, DAP = Dihydroxyacetonphosphat, NBT '— Nitrobläu-
Tetrazolium.
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